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Eigenschaiten und Bedeulung der in Rohwurst und in Pokellake

vorkommenden Felt abbauenden Bakterien

Uber den Beitrag von Mikroben zu den in der Rohwurst wahrend der Rei-
fung stattfindenden Verénderungen sind zahlreiche Untersuchungen durch-
gefithrt worden, Dabei hat die Aufmerksamkeit in erster Linie den Ver-
dnderungen in der Zusammensetzung der Bakterienflora sowie der Zahl,
den Eigenschaften und der Bedeutung der die Nitratreduktion und die Bil-
dung von Séuren férdernden Bakterien gegolten. Weiter befaBte sich eine
erhebliche Zahl von Untersuchungen mit den das Verderben der Roh-
wiirste bewirkenden Organismen und mit ihren Eigenschaften.

[m Reifungsproze der Rohwurst spielt neben der Farbentstehung und der
3ildung von Sauren die Aromabildung eine wichtige Rolle, iiber die ver-
18ltnism@Big wenige Arbeiten verbifentlicht worden sind (Eser und Niini-
vaara 1963). Die Aromabildung in ihrer Gesamtheit ist eine komplizierte,
von Bakterienfermenten und fleischeigenen Enzymen herbeigefiihrte Er-
eignisreihe, welche Terplan (1962) als ,fermentative Aromabildung” be-
~~ichnet. Dies bezieht sich in erster Linie auf den hydrolytischen Abbau

:3 EiweiBes, der Fette und der Kohlenhydrate des Fleisches. Von EinfluB
auf die Bildung des endgiiltigen Aromas des Erzeugnisses sind ferner viele
herstellungstechnische Faktoren, wie z. B. die Raucherung, die Art und
Menge der Gewiirze, das Salz, das Nitrit und das Nitrat.

R. Friihere Untersuchungen

1. Allgemeines liber die Fett abbauenden Mikroben

Die Fett 16slichen (lipolytischen) Bakterien stellen eine heterogene Gruppe
von Bakterien dar. Solche sind z. B. in den Gattungen Pseudomonas, Achro-
mobacter, Alcaligenes, Serratia, Proteus, Bacillus, Clostridium und Micro-
coccus zu finden. Auch viele Schimmelarten und Hefen besitzen lipolyti-
sche Eigenschaften. Wenn in Fleischprodukten anwesend, kénnen diese
Bakterien Zersetzung des fleischeigenen Fetts und des zugesetzten Specks
und Talgs herbeifiihren. Das von ihnen gebildete Lipaseenzym fordert
katalytisch die Hydrolyse dieser Fette zu Glycerol und Fettsiuren. Ins-
besondere in der Rohwurst mit ihrer Reifungstemperatur von etwa 420 °C
und einer Reifungsperiode von mehreren Tagen kénnen die lipolytischen
Bakterien einen Fettabbau bewirken. Das Lipasebildevermégen und die
Lipaseaktivitdt dieser Bakterien sind gegebenerweise stark vom pH-
Wert der Wurstmasse, von der Salzkonzentration und von der Reifungs-
temperatur der Wurst abhéngig.

Nach den Untersuchungen von Maillet und Henry (1960) nahm in Rohwurst
die Menge der Fettsduren von urspriinglich 0,45% auf 2—4 % und sogar
bis auf 5—7 %o zu. Zahlreiche Forscher fiihren an, daB der Fettabbau das
- Aroma des Produkts beeinfluft (Keller 1954, 1955, Keller und Meyer 1954,
Losem 1956, Meyer 1954, ten Cate 1960 u. a. m.), Terplan (1962) erwédhnt
u. a., daB bei der Herstellung von Rohwurst die Lipolyse bis zu einer
gewissen Grenze erwiinscht ist. Insofern im Produkt auch oxydative Bak-
terien vorhanden sind, kann Oxydation des Fetts eintreten, die vom
Standpunkt des Aromas nachtriglich sein kann. Viele der in Rohwurst
vorkommenden Lipolyten, die den Gattungen - Achromobacter, Alcali-
genes, Escherichia, Aerobacter und Pseudomonas angehéren, erzeugen bei
ihrem Wachstum auf Fett enthaltenden Nahrbdden Substanzen mit Frucht-
geruch. Man kann folglich annéhmen, daB gewisse Lipolyten eine giinstige
Wirkung auf die Aromabildung der Rohwurst ausiiben, sofern keine
Oxydation der freigesetzten Fettséiuren stattfindet.

2. Uber die auf das Wachstum und auf die Lipaseaktivitit der lipolytischen
Bakterien einwirkenden Faktoren

Die optimale Temperatur und der optimale pH-Wert fiir das Wachstum
der lipolytischen Bakterien sind nicht immer die gleichen wie diejenigen
fiir ihre Lipaseaktivitit.

Nashif und Nelson (1953a) geben an, daB die von den meisten untersuchten
Bakterien erzeugte Lipase im pH-Bereich 7,0—7,2 die stirkste Aktivitit
aufweist. Einige haben ihr pH-Optimum bei pH 78. Der optimale pH-Wert
der Lipase von zahlreichen Schimmelarten und Hefen liegt etwas unter
pH 7,0.

Die von Pseudomonas fragio gebildete Lipase ist aktiv im pH-Bereich 4,9
bis 8,2 mit einem Optimum bei pH 5,7—6,6. Am meisten Lipase wurde bei
einer Ziichtungstemperatur von +15°C gebildet, wihrend dagegen bei
=30 °C iiberhaupt keine oder nur wenig Lipase entstand. Fiir zahlreiche
andere Gramnegative Bakterien betrug die optimale Temperatur der Li-

pasebildung etwa +20 °C, obgleich das Optimum der Lipaseakti
etwa +40 °C lag (Nashif und Nelson 1953Db). Alford und. Elliot (1
Alford et al. (1961) und Alford und Pierce (1961) stellten ebenfalls
am meisten Lipase bei niedrigen Temperaturen gebildet wurde. :
zeugte Pseudomonas fluorescens reichlich Lipase bei +20 °C, woc
Lipasebildung bei +30 °C &uBerst gering war. Die Vermehrung
Wachstum der Zellen war jedoch bei +30 °C am starksten. Je |
rechnet ergab sich ungeféhr ebensoviel Lipase bei +5 °C wie bei |

Alford und Elliot (1960) stellten ferner Versuche mit verschiede: |
straten an und fanden, daB sich in 1%iger Peptonbrithe zu Be |
pH 7,0 am meisten Lipase bildete. Das Optimum fiir die Lipasebilc
etwa pH 7,0, obgleich solche auch noch bei pH-Werten unter 6,C

wurde. Sulzbacher und Alford (1961) haben weiterhin festgestellt
Substrat mit reichlichem Kohlenhydratgehalt die Lipasebildung z |
stand bringt. Am meisten Lipase bildet sich, wenn die Bakterier

freier 1 %iger, auf pH 7,0 gepufferter Peptonbriihe wachsen.

Nashif und Nelson (1953a) haben beobachtet, daB bei einer Phos) |
zentration des Nghrbodens tiber 0,05-M ‘die Lipasebildung inhibis
Ferner fanden sie, daB schon 1 % NaCl die Lipaseerzeugung durch |
monas fragio stérte, und bei einer NaCl-Konzentration von: 3% |
iiberhaupt keine Lipaseaktivitdt wahrgenommen.

Auch die GréBe der Fettkugeln im Substrat ist wichtig. Goldr .
Rayman (1952) wiesen nach, daB nicht so sehr die chemische Zu: |
setzung des Fetts die Stirke der Lipolyse beeinfluit als vielmehr |
stand, in wie feinen Tropfchen das Fett im Né&hrboden verteilt ist.

3. Der Nachweis der lipolytischen Bakterien

Beim Untersuchen der lipolytischen Bakterien hat man als Néhrbo:
Rindertalg, ErdnuB-, Baumwollsamen-, Kokos- und Palmdl, Butt
garine, Tween, Tributyrin und Eidotter verwendet. Lipolytische B -
bilden auf diesen Substraten um die Kolonie entweder eine kla |
oder eine Triilbung. Zum Nachweis der Bildung freier Fettsduren
fernerhin verschiedene Indikatorfarbstoffe wie z. B. Nilblausulph !
troriablau u. dgl. benutzt.

Viele der in Gebrauch stehenden Verfahren haben gewisse Nacht: |
Tributyrin haben u. a. Anderson (1934) und Rhodes (1959) experir
Beim Anwenden desselben konnen jedoch die Ergebnisse ungenau
Tributyrin leicht hydrolysiert wird. Bekanntlicherweise zerfillt es
in alkalischen Milieu (Tammisto 1933, Rath 1961). Dies bringt mit ¢
stark alkalische Bakterien auf Tributyrinsubstrat eine positive F
zeitigen, selbst wenn sie u. U. keine lipolytischen Eigenschaften t '

Turner (1929) sowie Collins und Hammer (1934) bedienten sich zu: .
weis der Lipolyse des Nilblausulphats als Zusatz zu Agar. Sie fand

bei, daB es sich gut zum Nachweis der Lipolyse eignet, dabei abe |
hervorrufen kann, indem es das Wachstum einiger Mikroben i1
Long und Hammer (1937) erwédhnen, daB Nilblausulphat- das best

zum Nachweis der Lipolyse sei. Da das Reagenz das Wachstum

Mikroben verhindert, ist der Indikator nach erfolgter Ziichtung

Kolonien zuzugeben. oo

Unter Anwendung von Viktoriablau 148t sich die Lipolyse ebenso |
wie mit Nilblausulphat nachweisen. Diesen Indikator haben u. a
(1958) sowie Jomes und Richards (1952) benutzt. Viktoriablau i
jedoch das Wachstum Gram-positiver Bakterien. .

Rath (1961) hat alle obengenannten Verfahren ausprobijert, aber

derselben als hinreichend gut und zuverlissig befunden. Er hat e
fiziertes Viktoriablau-Verfahren zum quantitativen Nachweis-der :
tischen Bakterien ausgearbeitet. Bei diesem wird in eine Petrischalé !
Agar gegossen und dieser dann mit inokuliertem Nahrstoffsubstra
schichtet. Die Ziichtung erfolgt bei +30 °C, der durchschpittlicien O
temperatur fiir das Wachstum lipolytischer Bakterien. Wenn sich di- -
nien wohl ausgebildet haben, wird mit Viktoriablau geférbtes Fett.2
ben. Nach 3- bis 6tigiger Inkubation bei 25 °C, der durchschnittlich
timaltemperatur der Lipaseaktivitdt, umgeben sich die lipolytischer
nien mit einer tiefblauen Féarbung, wéhrend die Kolonien ihre,
Farbe haben.
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rurden die lipolytischen Eigenschaften der in Rohwurst und in Pékel-
‘e vorkommenden Bakterien untersucht. Insgesamt 127 Bakterienstimme
wurden auf ihre lipolytischen Eigenschaften gepriift. Die lipolytische Akti-
vitdt jedes Bakterienstammes héngt von vielen Faktoren ab. Entscheidend
ist die Art des Fettes. Beim Untersuchen der Bedeutung der lipolytischen
Bakterien in der Rohwurstreifung, miissen auch andere Umgebungsfakto-
ren, wie der pH-Wert, Natriumchloridkonzentration und die Ziichtungs-
temperatur beriicksichtigt werden. Es gibt nur ausnahmsweise eine direkte
Korrelation zwischen Wachstumsintensitdt und Lipaseaktivitit der
Bakterien.
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The properties and significance of lipolytic bacteria o
salami-type sausages amd in curing brines

By Dr. M. S. Pohja, Himeenlinna and Prof. Dr. F. P. Nii
Helsinki '

The lipolytic properties of the bacteria in dry séusage anc
investigated. In total 127 strains were examined regarding tl
properties. The lipolytic activity of each strain depends
factors. The kind of fat is of decisive importance. When the '
of the lipolytic bacteria in the ripening of dry sausage is
also" other environmental factors like the pH value, sodi
concentration and the growth temperature must be taken i :
ration. There is only exceptionally a direct correlation 1 |
intensity of the growth and the lipolytic activity of the ba

Sur la nature et I'importance des bactéries a effet lip|
trouvant dans de la saucisse crue et dans de la saqum |

Par le Dr. M. S. Pohja, Himeenlinna, et le Prof. Dr. F.

- vaara, Helsinki.

On a analysé l'effet lipolytique des bactéries se trouvant
saucisse crue et dans de la saumure. 127 espéces différentes ¢
au total ont été analysées en vue d'en déterminer les effets -
respectifs. L'activité lipolytique de toute espéce de bactérie

" beaucoup de facteurs. Un des plus importants en est la «

graisse en cause. En ce qui concerne l'analyse de l'influence
les bactéries lipolytiques lors du processus de maturation de
crue, il faut tenir compte aussi d'autres facteurs relatifs
ambiants, tels que valeur-pH, concentration en chlorure de |
temperature du milieu des cultures. L'intensité de propagatio: |
et l'activité de la lipase en tant que ferment bactérien d’aut:
en correlation directe que bien exceptionnellement.

Sobre las caracteristicas y la importuncia (in'ﬂuenciu)}l ‘
terias lipoliticas (lipoides) que se encuenlmn en emh |
dos y salmueras

Por el Dr. M. S. Pohj a de Hiameelinna y el Prof. Dr. F F.Ni
de Helsinki.

Se han examinado las caracteristicas lipoliticas de las bacte

encuentran en embutidos crudos y salmueras. Se han examin

127 cultivos de bacterias en cuanto a sus caracteristicas lij.
actividad lipolitica de cada cullivo depende de muchos tactor

es la clase de grasa. Al estudiar (escudrifiar) la importancia |
de las bacterias lipoliticas en la maduraciéon de embutidos cruc
lener en cuenta también el grado de acidez 6 ph, el valor (c

fosforo, la concentracién de cloruro de carbonato y la tempera |
la cria. Excepcionalmente existe sélo una correlacién direc

intensidad de crecumento, vegetacién y la  actividad lipd

bacterias.

Sulle caratteristiche e 1'importanza dei batteri lipolitiu
nei salumi crudi e nelle salamoie

Del Dott. M. S. Po h j a, Himeenlinna e Prof. Dott. F. P. Nii
Helsinki.

Si sono esaminate le proprieta lipolitiche dei batteri present:
crudi e nelle salamoie. In totale sono stati analizzati 127 cepp:
riguarda le loro caratteristiche lipolitiche. L’attivitd lipolit:
ceppo dipende da molti fattori. Determinante & la specie |
Nell'esaminare l'importanza dei batteri lipolitici nella stagi
salumi crudi, occore prendere in cosiderazione anche altri fati|
tali, quali il valore del pH, la concentrazione dél cloruro di|
temperatura delle colture. Solo raramente esiste una diretta «
tra l'intensita dell'accrescimento e l'attivita della lipasi dei bi:
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"vurden die lipolytischen Eigenschaften der in Rohwurst und in Pékel-

<e vorkommenden Bakterien untersucht. Insgesamt 127 Bakterienstimme
wurden auf ihre lipolytischen Eigenschaften gepriift. Die lipolytische Akti-
vitdt jedes Bakterienstammes hingt von vielen Faktoren ab. Entscheidend
ist die Art des Fettes. Beim Untersuchen der Bedeutung der lipolytischen
Bakterien in der Rohwurstreifung, miissen auch andere Umgebungsfakto-
ren, wie der pH-Wert, Natriumchloridkonzentration und die -Ziichtungs-
temperatur beriicksichtigt werden. Es gibt nur ausnahmsweise eine direkte
Korrelation zwischen Wachstumsintensitat und Lipaseaktivitit der
Bakterien,
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salami-type sausages and in curing

By Dr. M. S. Pohja, Himeenlinna and
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The lipolytic properties of the bacteria“in’
investigated. In total 127 strains were exa
properties. The lipolytic activity of ea
factors. The kind of fat is of decisive impo
of the lipolytic bacteria in the ripening

also other environmental factors 'like. thi
concentration and the growth temperatur
ration. There is only exceptionally a-di

intensity of the growth and the lipolytic-act

Sur la nature et 'importance des buct
trouvant dans de la saucisse crue et

Par le Dr. M. S. Pohja, Himeenlinna, ¢

On a analysé l'effet lipolytique des bacté
saucisse crue et dans de la saumure, 127 esp
au total ont été analysées en vue d'en-déte
respectifs. L'activité lipolytique de toute_
beaucoup de facteurs. Un des plus importa
graisse en cause. En ce qui concerne I'analys
les bactéries lipolytiques lors du processus. di
crue, il faut tenir compte aussi d’autres: fd
ambiants, tels que valeur-pH, concentra

temperature du milieu des cultures. L’intensité
et lactivité de la lipase en tant que ferment ]
en correlation directe que bien exceptionnellen

Sobre las caracteristicas y la importanc; V
terias lipoliticas (lipoides) que se encuent
dos y salmueras ' )

Por el Dr. M. S. P o h j a de Himeelinna y el Prof
de Helsinki. : C

Se han examinado las caracteristicas lipoliticas
encuentran en embutidos crudos y salmueras, Se han ‘examinad -
127 cultivos de bacterias en cuanto a sus-ca
actividad lipolitica de cada cullivo depende de'm
es la clase de grasa. Al estudiar (escudrifiar) 1a"
de las bacterias lipoliticas en la maduracion de 1
tener en cuenta también el grado de acidez & ph; »
fosforo, la concentracién de cloruro de carbonato’y J mperatur .
la cria. Excepcionalmente existe sélo' una .cotr cion - 1
intensidad de crecimiento, vegetacién y. la’ actividad: lip4sic
bacterias. ’ SR i

Sulle caratteristiche e I'importanza dei-
nei salumi crudi e nelle salamoie

Del Dott. M. S. Pohja, Himeenlinna e Prof. Dott. F. P. )
Helsinki, LT

bulten liﬁoiiﬂéi

s

Si sono esaminate le proprieta lipolitiche dei batteri presenti n
crudi e nelle salamoie. In totale sono. stati analizzati 127.ceppi p
riguarda le loro caratteristiche lipolitiche. L’attivitd lipolitica
ceppo dipende da molti fattori, Determinante & la specie de
Nell'esaminare l'importanza dei batteri lipolitici nella stagion |
salumi crudi, occore prendere in' cosiderazione anche altyi fattor |
tali, quali il valore del pH, la concentrazione del cloruro di s
temperatura delle colture. Solo raramente esiste una diretta co1!
tra l'intensita dell'accrescimento € l'attivita della lipasi dei batt
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Bild 1: .
Die von 42 isolierten Stimmen bewirkte Lipolyse auf verschiedenen Fettsubstraten.

+ : Lipolyse

cher Tatigkeit unter den in der Rohwurst bestehenden Verhéltnissen be-
sitzen, wurde (qualitativ) die Abhéngigkeit ihrer Lipaseaktivitdt vom
wH-Wert, von der Salzkonzentration und von der Inkubationstemperatur
Atersucht,

Ausfithrung des Versuchs

Die Abhédngigkeit der Lipaseaktivitét der Bakterienstamme von pH-Wert,
Salzkonzentration und Temperatur wurde auf Speck-Agaren untersucht,
mit den Salzkonzentrationen 0, 1, 2, 3, 4 bzw. 5% und bei jeder dieser
Konzentrationen mit den pH-Werten 4,9, 53, 56, 58, 62, 6.5 und 7,0
sowie mit den Inkubationstemperaturen +12°, +20°, +25 °, +30°,
+35° und +40 °C.

Die. Fettsubstrate wurden in folgender Weise bereitet: 30 g Pepton, 9 g -

Hefeextrakt und 45 g Agar wurden in Wasser zu 1500 ml aufgeldst. Von
der Lésung wurden je 245 ml in sechs Erlenmeyerflaschen von 500 ml
genommen und es wurde 1, 2, 3, 4 bzw. 59 NaCl zugegeben, wéhrend die
Nahrlésung in einer Flasche keinen Salzzusatz erhielt. Die Losungen
wurden in tiblicher Weise im Autoklav sterilisiert. Jede der N&hrlésungen
mit verschiedenen Salzgehalten wurde in Dosen zu je 35 ml auf sieben
200-ml-Erlenmeyerkolben unterteilt. Hiernach wurde in jeder Konzentra-
tionsreihe der pH-Wert der Aliquoten von 35 ml durch Zugabe von 35 ml
sterilisierter Mischung einer 0,1-molaren KH2PO4- und einer 0,1-molaren
NazHPO«-Lésung auf die obengenannten, von 4,9 bis 7,0 abgestuften Werte
eingestellt. Die fertigen Losungen, deren endgiiltige pH-Abstimmung mit
sterilisierter 0,1-n HCl oder. sterilisiertem 0,1-n NaOH erfolgte, waren
0,05-molar beziiglich der Phosphate.

AnschlieBend wurde in die Erlenmeyerkolben 2 ml zerlassenen, durch Gaze
filtrierten und sterilisierten Specks gegeben. Die Losungen wurden dann
eine halbe Minute lang im Turrax-Homogenisator homogenisiert und un-
mittelbar in Petrischalen vergossen.

Die Inokulation mit den zu untersuchenden Stimmen erfolgte als Stich-
impfung auf die Agaroberfliche aus 24 Stunden alter Néhrbriihe (3 g Pep-
ton, 3 g Hefeextrakt, 5 g Fleischextrakt und 1 g Glukose zu 1000 ml auf-
gelost). Jede Schale wurde mit den obengenannten sieben Stémmen
inokuliert.

Ergebnisse

Die Ergebnisse, in Bild 2 dargestellt, geben zu erkennen, daB alle sieben
Stimme bei der Inkubationstemperatur =30 °C, bei Salzkonzentrationen
von 0 bis 5% und bei pH 59—6,5 Speck lipolysieren. Bei héherer oder
niedrigerer Temperatur wurde die Lipaseaktivitdt geringer.

Alle Stimme mit Ausnahme von Nr. 61 bewirkten Lipolyse von ‘Speck
auch bei +12°C, jedoch in bemerkenswerterem MaB nur, wenn dabei der
pH-Wert 5,9 oder hoher war. Die Lipaseaktivitit scheint mit ansteigendem
pH-Wert stirker zu werden. Wachstum der Stdmme wurde in mehreren
pH-Bereichen und bei verschiedenen Salzkonzentrationen verzeichnet,
obwohl ihre Lipaseaktivitit nahezu Null war.

Der Stamm Nr. 162 erwies sich als fahig, Speck in einem erheblich aus-
gedehnteren pH- und Temperaturbereich als die librigen Stdmme sowie
gleichzeitig bei verschiedenen Salzkonzentrationen zu hydrolisieren. Je-
doch bewirkte dieser Stamm ebensowenig wie die iibrigen eine Speck-
lipolyse bei den in der Rohwurst bestehenden Verhiltnissen (pH 4,9 bis

— : Keine Lipolyse

5,9, Salzkonzentration 5 % und Temperatur +20 °C): Mit den |
162 ergab sich Lipolyse von Speck, wenn der Salzgehalt 4 %o oc
war. S ’

5. Die Eigenschaften der beim Untersuchen der Lipaseaktlvlta’ |
Stimme . .

Gemeinsame Eigenschaften

Samtliche Stimme waren Gram-positiv, nicht sporentragen :
positiv, himolyse-negativ, unbeweglich, oxydase- und perox
tiv; sie bewirkten samtlich Hydrolyse von Tributyrat sowie I
Speck, Talg und Fleischfett; keiner der Stimme verursachte .
einem Tween 80 enthaltenden Substrat. : '

Mikrokokken

Alle Mikrokokkenstimme bildeten Saure aus Glukose, bewirk :
von ErdnuBsl und Hydrolyse von Gelatine; sie waren ace |
wuchsen auf einem Nihrboden mit 15% NaCl, waren nid:
Harnstoff als einzige Stickstoffquelle zu verwerten. Die iib
schaften waren wie folgt (Tabelle 2):

Tabelle 2
Die Eigenschaften einiger Mikrokokkenstimme |

Eigenschaft Stamm Nr
' 49 61 63 ‘

Lipolyse auf Eidotter-Agar + — —
Fleischproteolyse®) — — —
Kaseinhydrolyse + + +
Fiir das Wachstum optimale
NaCl-Konzentration

0°%o +

5% + +
Sédure aus Arabinose + + —
Nitratreduktion — + —

*) Der Fleischproteolyseversuch wurde nach dem von Pohja et al. (1960)
Verfahren ausgefiihrt.

Gram-positive Stibchen

Keiner der beiden Stimme bewirkte Lipolyse auf Eidott:
Stamme reduzierten nicht Nitrat, sie bildeten Saure aus Laci:
charose, aber nicht aus Raffinose; sie verursachten keite Fleis
Nur der Stamm Nr. 81 bewirkte Lipolyse von ErdnuBdl und |
Kasein sowie verfliissigte Gelatine. .

Besprechung

In Rohwiirsten und in Pékellaken kommen in recht reichlichi
lytische Bakterien vor. Der vorwiegende Teil derselben beste
positiven Organismen, mit Mikrokokken in der Mehrheit. G
stabférmige Bakterien fanden sich auch unter den isoliert:
jedoch in bedeutend geringerer Zahl. Hierzu trégt selbstvers:
der Umstand bei, daB der gréfte Teil der untersuchten Stdmme



In qualitativen Arbeiten kann man die Lipolyse recht gut unter Anwen-
dung von Eidotteragar (Willis 1960) oder von Tween 80 (Sierra 1957)
nachweisen. Mittels des erstgenannten weist -man die Lipolyse nach er-
folgter Ziichtung nach, indem man die Kolonien mit geséttigter Kupfer-
sulphatlésung libergieBt, wodurch die freigesetzten Fettsguren stark blau-
griin geférbt werden, Bei dem von Sierra benutzten Tween 80-Substrat
bildet sich- um die lipolytischen Kolonien eine Triibung.

B. Eigene Untersuchungen

Die vorliegende Arbeit hatte den Zweck, aus Rohwiirsten und Pékellaken
lipolytische Bakterien zu isolieren sowie die folgenden Punkte zu unter-
suchen:

a) Das Vermégen der isoiierten Stamme, auf verschiedenen Substraten
Lipolyse (Fettabbau) herbeizufiihren.

b) Die Abhéngigkeit ihrer Lipaseaktivitdat vom pH-Wert, von der Koch-
salzkonzentration und von der Temperatur des Milieus.

c) Ob sich unter den isolierten Bakterien Stdmme befinden, die imstande
sind, Lipolyse des Fetts in der Rohwurst unter den bestehenden Ver-
héltnissen hervorzurufen.

1. Isolierung der Stimme

_-Zum Isolieren der Stdmme wurde Tributyratagar (Jones und Richards 1952)
benutzt. Das Grundsubstrat hatte folgende Zusammensetzung:

Hefeextrakt, 30g
Pepton 100 g
NaCl 504¢g
Agar 200 g
Leitungswasser auf 1000 ml

Nach Einstellung auf pH 7,0 wurde 1 ml Glycerol-Tributyrat je 100 ml
Grundsubstrat zugegeben. AnschlieBend wurde in iiblicher Weise im Auto-
klav sterilisiert.

Mit Anwendung des obengenannten Néahrbodens wurden aus 44 Rohwiir-

sten und 8 Pékellaken insgesamt 127 Stimme isoliert, die sémtlich Hydro- -

lyse des Tributyrats bewirkten. Unter diesen Stimmen fanden sich

Mikrokokken 76 Stamme
Gram-positive Stdbchen 32 Stémme
Gram-negative Stdmme 19 Stdmme

2. Die zum Nachweis der Lipolyse benutzten Fettsubstrate

Obgleich die Anwendung von Tributyrat beim Nachweis der lipolytischen
Fahigkeit nicht immer ein zuverldssiges Ergebnis zeitigt, weil Tributyrat
leicht in alkalischem Milieu hydrolysiert wird (Tammisto 1933, Rath 1961),
wurde das besagte Substrat trotzdem in der vorliegenden Arbeit zur Iso-
lierung der Bakterienstdmme verwendet. Dieses Substrat ist leicht her-
zustellen und die eventuell Lipolyse verursachenden Stimme kénnen
von ihm leicht isoliert werden. Es ist auch zu vermuten, da mit Tributyrat
alle Lipolyten ausfindig gemacht werden koénnen, die hingegen bei An-
‘wendung von Nilblausulphat oder anderen Indikatoren u. U. der Ent-
deckung entgehen, da diese Indlkatoren das Wachstum gewisser Bakte-
rienstdmme verhindern,

Zur Feststellung der lipolytischen Aktivitdt der 127 isolierten Bakterien-

stimme wurde mit sémtlichen Stdmmen ein Lipolyseversuch unter Anwen-

dung der folgenden Fettsubstrate vorgenommen (mit 3tdgiger Inkubation

bei +30°C): '

1. Eisenbergers Nilblau-Fettagar (Jorgensen 1956).
. diente Erdnufiol.

2. Eidotter-Agar (Willis 1960).
Das Grundsubstrat war das gleiche wie im Tributyrat-Ndhrboden. Der
pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt. Nach erfolgter Inkubation wurden
die Schalen mit gesédttigter CuSOs-Losung iibergossen und der Uber-
schuBl der Losung weggeschiittet. Die Kolonien umgeben sich bei An-
wesenheit freier Fettsduren mit einer stark blaugeférbten Zone.

3. Tween 80-Agar (Sierra 1957).
Das Grundsubstrat efithielt 10,0 g Pepton, 5,0 g NaCl, 0,1 g CaCl2 - H20,
3,0 g Fleischextrakt, 0,2 g Fe-Citrat, 15 g Agar und destilliertes Wasser
zu 1000 ml. Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt. Nach erfolgter Steri-
lisation wurde 1 ml autoklavxertes Tween 80 je 100 ml Grundsubstanz

zugegeben.

4. Speck-Agar _
Das gleiche Grundsubstrat wie im Tributyratndhrboden wurde verwen-
det. Der Speck wurde durch langsames Erhitzen zerlassen, durch Gaze

" . filtriert und in normaler Weise im Autoklav sterilisiert. 2 ml zerlas-
senen Specks wurden zu 70 ml des Grundsubstrats zugegeben, der pH-
Wert auf 7,0 eingestellt und im Turrax-Homogenisator homogenisiert.
Unmittelbar danach wurden die Petrischalen beschickt. Nach erfolgter
Inkubation wurde die Anwesenheit freier Fettsduren mittels gesattigter
_CuSO+Losung festgestellt.

5. Talg-Agar

Dieser Agar wurde in gleicher Weise wie der Speck-Agar bereitet.
Auch hier wurden die freien Fettsjuren mit gesittigter CuSOA-Losung

nachgewiesen.

Als Fettsubstanz

6. Intramuskularfett-Agar

Das Grundsubstrat war das gleiche wie im Tributyratn
100 g gemahlenem Rinderbraten (von Musculus biceps fen -
150 g Kohlentetrachlorid und 25 g kristallwasserfreies . :
geben; es wurde gut gemischt und das Gemisch unter
Schiitteln eine halbe Stunde in Zimmertemperatur stehen
Extrakt wurde durch Filtrierpapier (Schleicher und Schiill
aufgeschichtetem kristallwasserfreiem Na2SOs filtiert, das |
auf dem Wasserbad eingeddmpft und im Vakuumschr
1 Stunde bei 100 °C getrocknet. 2 ml zerlassenes Fett wur
Grundsubstrat zugegeben und im Turrax-Homogenisatc
siert, wonach unmittelbar die Petrischalen beschickt
freien Fettsduren wurden mittels gesattlgter CuSO4-1 !
gewiesen.

In Verbindung mit den Untersuchungen wurde auch die Abs !
Fleischfetts durch Zerlassen mit Hilfe von heiBem Wasser
Fettausbeute fiel jedoch bedeutend geringer als bei der Kol |
ridextraktion aus. Mit sdmtlichen 127 Bakterienstdimmen wu:
lyseversuch gleichzeitig unter Verwendung mit Wasser und
tetrachlorid ausgezogenen Fette vorgenommen und es wur
stimmende Resultate erzielt.

3. Die von den isolierten Stimmen bewirkte Lipolyse auf v
Fettsubstraten

Die erzielten Ergebnisse zeigten, dal von den 127 Stammen,

Hydrolyse des Tributyrats herbeifiihrten, nur 42 eine Lipo

obengenannten N&hrbdden erzeugten, wie Tabelle 1 und :

angeben.

. Tabelle 1

Von den isolierten Bakterienstimmen auf verschiedenen F
hervorgerufene Lipolyse
Insgesamt 127 Stamme. Inkubation: 3 Tage bei +3

Zahl der Mikr\o- Gram-pos.. Gram-neg.
Stdimme  kokken Stdbchen Stabchen
Substrat 76 32 19

Tributyrat 76 32 19
ErdnuB6l 15 2 6
Eidotter 3 0 3
Tween 80 4 0 1
- Speck 27 4 1
Talg 26 4 1
Intramuskularfett 11 4 1

Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, daB sich unter den Gram-positiv:
bedeutend mehr Spedk, Talg und intramuskulares Fett li
Stdmme als unter den Gram-negativen fanden. Desgleichen si¢ !
die Zahl der Stdmme mit lipolytischer Wirkung auf tierische
den Mikrokokken gréBer als unter den stabférmigen Bakteri
Tributyratsubstrat ist gut zum Isolieren der Stdmme geeignet,
tuelle Lipolyse ohne Indikatoren festzustellen ist. Stimme,
butyrat lipolysieren, bewirken jedoch nicht immer Lipoly:
Fette, und es ist deshalb notwendig, das lipolytische Vermo
lierten Stdémme erneut unter Anwendung von Tierfett im N |
untersuchen.

Tabelle 1 148t ferner erkennen, daB die beim Nachweis des :
Vermégens von Bakterienstdmmen recht allgemein verwend: .
und Eidottersubstrate sich nicht als Ndhrboden beim Studium ¢
keit von Bakterien, die in Flelschprodukten vorkommen, |

scheinen.

Aus Bild 1 kann man sehen, welche Stdmme auf den verschi¢
substraten lipolytische Wirkung entfaltet haben. Zum Beispi:
Stamme eine Lipolyse von Talg bewirkt, von diesen aber veru
17 Stamme eine Lipolyse des ErdnuB6ls usf.

Unter den 42 Stdmmen, die samtlich Tributyrat lipolysierten v
auf irgendeinem der obengenannten Fettsubstrate herbeifiih::
sich 19 Mikrokokken, 4 Gram-positive Stdbchen und 8 Gr.
Stibchen. Stdimme mit lipolytischer Wirkung auf sowohl Spe
intramuskulares Rinderfett kamen unter diesen Stdmmen wi

Mikrokokken 11 Stdmme
Gram-positive Stabchen 4 Stdmme.
Gram-negative Stdbchen 1 Stamm

Von diesen 16 Stdammen wurden fiir fortgesetzte Studien 7 S
gewihlt, die auf den besagten Néahrboden die stdrkste Lipoly:
Fiinf von ihnen waren Mikrokokken und die ubngen zwei w-
positive Stdbchen.

4. Der EinfluB von Inkubationstemperatur, Salzkonzentratio
‘Wert auf die Lipaseaktivitiat

Von den in der Rohwurst wéhrend des Reifungsprozesses vor]
Bakterien sind nur diejenigen Stimme imstande, Fett abzubau:
lipolytische Wirkung unter den dabei herrschenden Verhdlt
falten, d. h. bei pH 59—4,9, bei der NaCl-Konzentration 4—5:
einer Temperatur von +18—20 °C. Um zu ermitteln, ob die :
gesetzten Studien ausgewéhlten sieben Stdmme Voraussetzur:



